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Le but principal de cdte thése éait de caadériser de maniére gprofonde les états
natifs et dénaturés d’'une protéine globuaire din de déterminer et d' essayer de comprendre
cetaines des lois régissant son repliement. Quelles ot les modifications gructurales et
dynamiques importantes qui peuvent influencer la stabilit € de la conformation retive @ quels
types d’interadions et d états intermédiaires apparaissent lors du repliement ou du apliement
des protéines globuaires ont été les principal es questions motivant cetravail de recherche.

Pour cda, il nous est apparu nécessaire de caadeériser, tant d’un pant de vue structural
gue dynamique, ure protéine modéle dans diverses condtions dénaturantes. A cette fin, nows
avons principalement utilisé les techniques de diffusion des neutrons et des rayons X et
cetains des résultats ont été interprétés a I’aide de la théorie des paymeres. Ced nouws a

permis d’ apparter des informations nouvelles sur les états compl etement dépli és.

Le choix de la protéine modéle s'est porté sur la néocarzinostatine dort la structure
tertiaire particuliére, commune ade nombreuses protéines, ne semble pas dépendre de la
séquence Actuellement, trés peu d informations ont disponibles aur le repliement de laNCS.
Elle est, cependant, I’ objet de tres nombreuses études destinées a maitriser ses propriétés anti-
tumorales et a les diriger par remodelage moléaulaire. Sa structure tridimensionrelle a éé
déterminée par cristalographie @ résonance magnétique nuclédre, ains d'aill eurs que

certains aspeds de sa dynamique.

L’étude de I'éat natif par diffusion des rayons X aux petits angles a permis d obtenir
des renseignements aur sa cuche d’ eau d hydratation. Elle aune densité moyenne supérieure
d’ environ 4% al’eau namale. La protéine native est tres gable. Il faut, en effet, de fortes

concentrations de dlorure de guanidinium ou ce hautes températures pour la déplier. Ced
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peut étre dtribué asa structure secondaire, qu est entierement de type 3, et a la présence de

deux liaisons disulfure.

Malgré cea, nows avons pu caadériser les propriétés des états complétement dépliés
obtenus par chauffage @ addition de dilorure de guanidinium. Dans le premier cas, la solution
de NCS se mmporte mme une solutionidéde dors que, dans le semndcas, desinteradions
intermoléaulaires répulsives ont présentes. Corrélativement, les conformations de la dhaine
polypeptidique sont différentes dans les deux cas. En effet, le rayon ce giration ce la NCS
dénaturée par la chaleur a 80°C est inférieur a cdui de la protéine dénaturée par 5 M de
chlorure de guanidinium. Cette mnstatation pourait laisser suppcser que la NCS n'est pas
complétement dépliée dans e premier cas. Elle I'est en fait, mais elle et simplement moins
« gonflée» parce que les interadions de volume exclu sont absentes. C’est ce que confirme la
forme des gedres de diffusion qu montre que la protéine se mmporte cmme une dane
idéde dans le premier cas et comme une chaine avolume eclu dans le seand. Avec les
techniques classques habituellement utilisées en biologie, il est impossble de mettre en
évidence ure telle différence de cnformation. Pour les deux conformations les chaines
latérales ont complément exposées au solvant et peuvent adopter toutes les conformations
accessbles autorisées par la rotation autour des liaisons covalentes, (les éléments de la chaine
n’entrent pas en contad les uns avec les autres s elle est en conformation ce type volume

exclu).

Pour déaire les edres de diffusion, nows avons utili sé cetaines donrées de la théorie
des polymeres et nous avons trouvé gque lalongueur curvili gne de la chaine polypeptidique est
la méme dans les deux cas. Elle et trés Iégerement inférieure a cdle d'une chaine en
conformation 3 étendue, ce qui démontre que la NCS est trés dépliée aecpeu ou fas du tout

d’ ééments de structure résiduell es.

A I'aide d’'une sonde moléaulaire hydrophote, il a éé posdble de mettre en évidence
des états dénaturés intermédiaires apparaissant sous I’ effet du chlorure de guanidinium. Ces
états ont été observés a des concentrations de dénaturant comprises entre 1 et 3 M, que le
tampon soit a base d’eau |égére ou deau lourde. Ces intermédiaires ont trés compads et, en
premiere goproximation, pessedent des gructures voisines de cdle de la protéine native. Nous
avons cherché ales caadériser thermodynamiquement a I'aide de la microcdorimétrie
diff érentielle par balayage. Quelle que soit la mncentration de dénaturant, un seul et unique
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maximum de chaleur spédfique a éé observé, a des températures d’ autant plus basses que la
concentration ce chlorure de guanidinium est plus élevée Nous en concluors que, dans ces
condtions, la NCS présente une distribution continue d’ états intermédiaires compads dort le

degré de dénaturation dépend ce la concentration de dénaturant.

La description gque nous donnors de ces états intermédiaires n’ est mal heureusement pas
compléte. La résonance magnétique nuclédre devrait permettre d obtenir une caadérisation
prédse de la structure de ces états dénaturés compads. D’ autre part, de nombreuses questions
restent en suspens. Par exemple, de tels états % forment-il s rédlement lorsque la protéine se
replie ? L’ étude de la dnétique de repliement permettrait de réponde a céte question.

Une analyse de type SVD, faite sur les gedres de diffusion des rayons X, oltenus
quand on anature la protéine par chauffage, suggere qu au minimum un état intermédiaire
apparait dans la zone de dépliement coopératif. Il possde une structure de type plutét dépliée
mais, comme dans le ca précdent, il n'est pas impossble quil sagisse d’ une distribution
continue d’ états plutét que d' un état discret. Il serait nécessaire d augmenter la prédsion ces

mesures et il n’est pas possble de confirmer untel scénario.

Enfin, I étude de la dynamique de la NCS, a |’ édhell e de la picosemnde, en fonction e
la température, a permis d appater des informations expé&imentales sur |I'évolution des
mouvements au sein d une protéine en cours de dénaturation. Nous avons rédisé cedte éude
avec une solution concentrée de NCS afin de maintenir la protéine dans des condtions
physiologiques et de pouvar utiliser les résultats obtenus lors de I’ éude structurale. Ced
nows a ohligé de tenir compte de la diffusion des maaomoléaules dans le solvant et nous
avons di développer un modele déaivant tous les mouvements qui peuvent apparaitre lors de
la dénaturation. Ce modéle ne s applique pas au cas d’ une protéine cmplétement dépliée |l
pourait cependant étre fadlement généraisé en y intégrant les résultats théoriques déja

obtenus pour les chaines paymeériques.

La diffusion guesi-éastique incohérente des neutrons a révélé une modificaion
importante des mouvements des atomes d’ hydrogene de la NCS lors de la dénaturation. Pour
la protéine native, les atomes d hydrogene des chaines latérales enfouies dans le aur,
formant la structure en feuill ets 3, sont tellement contraints que des mouvements a I’ échelle

de la dizaine de picosecmndes, ne peuvent pas ® produre. Les atomes d hydrogéne des
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chaines latérales exposées au solvant, comme celes des boucles et des gructures aléaoires,
donrent une cntribution majoritaire a céte édelle de temps. Par contre, au cours de la
dénaturation, les atomes d’ hydrogene internes deviennent plus mobiles et leurs mouvements
observables. A latempérature de demi-transition ils sont a peu prés tous mobiles, bien que la
protéine ne soit pas encore cmpletement dépliée A cette température, les paramétres
caradérisant ladynamique de la protéine ont une variation krusgue.

Nous n’avons pas eu la posshilité d éudier la dynamique de la NCS au-desaus de la
température de demi-transition. Il serait évidemment trés instructif de prolonger cette éude
aux conformations complétement dépliées. Il est cependant posshble de prévoir comment
certains parametres pouraient se mmporter. Par exemple, le nombre des atomes d’ hydrogene
immobiles sannudera d la talle moyenne de leur région ce nfinement augmentera. |l
restera a déterminer comment |'exposition totale des chaines latérales au solvant et la
température influencent la moyenne quadratique des déplacements atomiques et a déteder les

mouvements des éléments gatistiques de la chaine completement dépli ée

Ces résultats ouwrent beaucoup e perspedives quant a I’ étude de la dynamique des
protéines en solution. Il serait intéressant de répéter ces expériences avec des résolutions
instrumentales variables afin d obtenir une description plus compléte des mouvements de la
protéine. Une mmparaison avec les résultats des expériences de RMN a différentes
températures srait alors possble. Finalement, il serait auss tres instructif de comparer les
résultats expérimentaux a ceix que pouraent donrer des smulations par dynamique

moléaulaire.

En raison e ses propriétés dructurales particuliéres, la NCS se révele &re un tres bon
modéle pou étuder le repliement, ou le dépliement, des protéines globuaires. Dans ce
contexte, I'influence des liaisons disulfure pourait étre aiss éudiée Comme nous disposions
d’ un mutant de la NCS, dans lequel la liaison dsulfure entre les addes aminés 37 et 47 a éé
éliminée par mutagenése, nows avons pu rédiser quelques expériences préliminaires en
fonction e la température. La diffusion des rayons X aux petits angles a montré que la
stabilit é de cemutant est bien plus faible que cdle de la protéine sauvage. La @urbe de
trangition présentée dans la figure 1, montre une réduction denviron dowe degrés de la
température de demi-transition. Les gedres de diffusion pouvent que ce mutant est

totalement déplié as-dessus de 60°C. Les variations de dichroisme drculaire & de
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fluorescence démontrent qu'il perd sa structure seamndaire eitre 40 et 55°C et sa
conformation tertiaire entre 50 et 65°C (fig. 2). Il est dorc dair que laliaison dsulfure entre
les addes aminés 37 et 47 stabili se tres fortement la NCS sauvage vis-a-vis des changements
de température. Par contre, il est apparu impaossble d éudier I’ effet de la deuxieme liaison
disulfure parce que la protéine dépourvue de cdte derniere est incgpable de se replier lors de
son expresson dans E. coli. Ce dernier résultat démontre diredement que la présence d' une
liaison dsulfure peut ére auciale pou le repliement parce qu elle détermine le début de la
séquence des conformations qui condusent la protéine a sa forme native. Ces résultats
ouwrent dorc d'intéressantes perspedives dans I’ étude de I’influence des liaisons disulfures

sur le repliement des protéines.
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Fig 1. Transition de dénaturation en température, suivie par la variation ducarr € durayon
degiration pou la protéine sauvage d pou le mutant 37-47.
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Fig 2. A) transition de dénaturation dumutant NCS 3747 éablie en fluorescence ¢ B) par
variation ce I’ elli pticité.

Nous avons auss tenté quelques expériences préliminaires afin de déterminer |’ eff et
de la pressgon sur la NCS. De nombreuses études de protéines ont dga intégré la presson
comme variable, mais elles restent limitées a de relativement faibles changements de
structure, vraisemblablement induts pas les variations des propriétés physico-chimiques du
solvant. Par contre, tres peu de travaux concernent diredement la dénaturation et le
dépliement des protéines us |’ effet de la presson. Nous avons déja rédi sé quel ques mesures
préliminaires de fluorescence statique en fonction ce la presson, jusqua 2 kbar (Fig 3).
Seules de petites variations du signal ont été observées, que cesoit avecla protéine sauvage
ou le mutant. Nous disposions d'une célule permettant d’ atteindre une presson denviron 1

kbar et d effeduer des expériences de diffusion de neutrons a des transferts de moment
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inférieurs & 0,35 A™ [M. Boretti et a., Rev. Sci. Instr. 70 (1999 40154019. Lors d'un
premier et unique essai, NOWs N’ avons pas réuss aobserver le début de la déstructuration cela
NCS. Une nouwle cdlule permettant d atteindre des pressons supérieures est en cours
d'essai. Elle devrait remédier aux difficultés rencontrées précaélemment et permettre de

continuer cette éude.
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Fig 3. Variationlelalongeur d émisson maximale, ala température de 53.°C, en fonction
dela presson pou la NCSsauage.
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